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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
納豆の粘質物であるγ一ポ リグルタミン酸(以 下YPGAとする)は 、納豆に独
特のテクスチャーをもた らす他、吸水性、保湿性、凝集性、金属イオン結合性
に優れた生分解性高分子 としての利用が注目されている。また、ガンマ線照射
によるゲル化や側鎖のアルキル化修飾による溶解性の調節な ど化学的なアプロ
ーチによる性状改変も盛ん に研究されている。
このような用途のためのYPGAは、納豆菌(βao〃'{ノSεαわガ〃Sρ7a温0ゾ)による発
酵生産で作 られるが、生産量の不安定さや再現性のな いことが問題 となってお
り、この現象の微生物学的な背景や原因、特にYPGAの合成 と分解の仕組みとそ
の制御機構を明らかにすることが求められている。
微生物学的には、納豆菌以外にもグラム陽性細菌 βao伽s属の βaσ〃'μssuわ〃〃5、
βad伽s〃酌θη施A翻3、βad〃αsaη伽a(おなどが このグルタミン酸が γ一ペプチ
ド結合で直鎖状につながった高分子を菌体の最外層へ生産することが知 られて
いる。βa{別μssμわ撚sと8ac〃μs〃oθ々耐窃翻3の 作 るYPGAは、D一およびL一グル
タミン酸の共重合体であ り、分子量は2MDaを 超える。一方、8ad〃usaη伽ao佑
のYPGAはD一鏡像体のグルタミン酸のみか らな り、細胞表層に強固に結合 して
いる点で他の2つ と異なる。YPGAは細胞の最外部へ作 られることか ら、多様な
環境変化への対応、栄養素の取 り込み、外敵か らの自己保護、細胞間情報伝達
な どの細胞機能 と関係があると考え られる。
YPGA合成酵素遺伝子(oaρ8CA:3っORFからなるオペロン)は 、Makino
'らによって βao伽saη伽ac∫sの感染因子として同定され、その後、相同性を手
がか りとして、Ashiuchiらが βao1伽s5め伽 か らクローニング している。近年
蓄積 したゲノム情報を調べると、8ad〃us〃肋eη施ハmlsもoaρβ伽 と相同性の高
い遺伝子をもっているので、それぞれのYPGA合成酵素遺伝子は、共通の祖先遺
伝子に由来すると考え られる。
YPGAの機能 として、βa(説〃μsaη伽ads(炭 ソ菌)のYPGAが感染因子である
ことが知 られている。実際、8ao〃ロsa力伽a(おのYPGA非生産変異株は家畜用生
ワクチ ンとして使われている。8ao〃レsaη伽a(おのYPGAは宿主進入シグナルで
あるCO2分圧に応答 して発現 し、宿主免疫系(フ ァゴサイ トーシス)か ら逃れ
るための防御カプセルとしての機能を持 っている。
8ac〃σssσb棚sのYPGAは細胞密度 に応答 して定常期に生産される。主な生息
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場所である土壌中では、定常期の細胞はコロニーを形成 してお り、栄養飢餓対
応やバクテ リオファージな どの外敵からの自己保護が生存戦略上重要である。
Bao〃σssμ加〃sのYPGAは、そうした定常期の細胞生理と関係があると推察され
るが、その機能および合成制御系の詳細は不明である。研究が進展 しなかった
一因は、ゲ ノム解析に使用され 多くの知見が蓄積 している実験室株(8ad〃us
sμわ棚s168株)ではYPGA合成酵素遺伝子(oaρβ(酒orγws(》yw加句が発現 して
いな いことである。
納豆菌(βa(淵μssub欄sのaπoのは、実験室株と非常に保存性の高いゲノム
をもっていることが1tayaらの研究で明らかにな っている。納豆菌を用いれば、
実験室株ゲノム情報を利用 した βaσ伽sεub棚5のYPGA研究が可能である。
2000年に(独)食 品総合研究所発酵細菌研究室の伊藤グループは、納豆菌
(βa(頭伽ssαb謝sのa甜oののYPGA生産がクオーラムセンシング(細胞密度応答}に
依存することを報告 した。クオーラムセンシングは、毒素生産などの2次 代謝
やgeneticcompetenceの誘導、バイオフィルム形成など定常期の様々な細胞機
能をグローバルに誘導 ・制御する仕組みである。クオーラムセ ンシング遺伝子
は、菌体外細胞密度指標物質であるクオルモンoomXと その輸送タンパク質
oomO、ComX受容体ヒスチジンリン酸化酵素oomρ、その レスポ ンスレギュレ
ーターcomAのoomQ呪月4からなる。βad〃ussμb撚εのγPGA生産は、細胞密度
セ ンサー2成 分制御系を成す受容体 ヒスチジン リン酸化酵素一 レスポンス レギ
ュレーター(ComP-ComA)の制御下 にあるが、そこか ら合成酵素caρB(語発現へ
至る下流の経路は不明である。
一方、生産されたYPGAは生産菌 自身の分解 ・消化作用により定常期後期 に培
地中から消失することが知 られてお り、これがYPGA発酵生産における不安定性
の原因のひとつである。 しか し、分解系に関 しては現象論的研究に止まってお
り、分子 レベルの究明は行われていない。
このような背景から、私は、実際に納豆製造 に使用されている納豆菌(βac流伽S
sσわ枷sのa跡ql)「三浦株」(宮城野納豆製造所、仙台市)を 用いて、YPGAの微生
物学的意義と合成 ・分解機構の全容解明を目指 して遺伝生化学的手法 によ り研
究を行った。本研究では、納豆工場で発酵不良を引き起 こすファージの増殖が
YPGA分解酵素生産を伴 うこと、および納豆菌 自身がYPGAを分解することを手
がか りとして、YPGAの生体防御機能(バ クテ リオファージに対する防御機能)
と栄養貯蔵機能(分 解産物グルタミン酸の定常期の細胞による再利用)を 明ら
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かにした。また、エン ド型 ・三[キソ型の2段 階からなるYPGAの分解機構を発見
して、分解酵素欠損変異株によるYPGAの安定 ・大量発酵生産法を確立 した。
YPGAの合成制御機構 については、細胞密度指標物質クオルモ ンComXか ら
YPGA合成へ至る情報伝達経路がComX→ComP-ComA→DegQ→DegS-DegU
→CapBCAであ り、細胞密度による制御が さらに栄養饅餓情報による調整を受
けることを解明した。
第2章 ファージに対する防御機能
納豆工場(埼 玉県)の 発酵不良納豆か ら分離されたファージ(ΦMT1と命名)
を納豆菌(8ac伽5sμb撚sの訪oのに感染させると、MOl(multipIicityofinfection)
112000から116000でよく増殖 し、ホス ト細胞を溶菌させた。培養上清か ら高い
YPGA分解活性が検出され、YPGAの粘性を急激に失わせた(Fig.1A,B)。一み
かけ上問題な く発酵 した納豆の粘性を急激に低下させ、いまでも生産現場を悩
ませている原因は、この酵素活性であった。この活性を精製 したところ、25kDa
の 単 量 体 タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き た(Fig.2)。 こ の 酵 素
(poly-gamma-glutamatehydrolaseP=PghP)はYPGAをエン ド型に切断 し、重
合度3か ら5の オ リゴγ一グルタミン酸を生成 した。
精製酵素のN末 端アミノ酸配列をもとにファージゲノムから該遺伝子をクロ
ーニングしその一次構造を明らかにした(配 列情報はDDBJaccessionnumber
ABO91475へ登録)。既知の配列 との相同性は見あたらず、新規な酵素であると
考えられた。クローニングしたΦMT1の ρφP遺 伝子産物を大腸菌で生産 し、
その活性を確認 した。
PghPを生産するファージ(ΦNIT1)は、YPGA生産菌でも指数関数的に増殖
できた(Fig,3A)。PghPを生産 しないファージ(BS5)はYpGA生産菌では増
殖できなかったが、精製 したPghPによってYPGAを分解すると増殖できた(Rg.
3B)。このことか らYPGAはファージ感染への防御壁機能を持ち、ファージは共
進化の結果として分解酵素を獲得 したと考えられる。
Ackermannらの8ao∬'σsεuわ醐sタイピングファージ10種 とファージタイプ
が異なる49株のasub撚s系統を調べると、10種 中4種 のタイピングファー
ジがPghPを生産 し、49株中23株がYPGAを生産 した。土壌などの自然界から
分離 したasσわ酬sファージに広範囲にPghPが分布することは、'γPGA生産株
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での増殖にPghPが必要だ とする実験結果を支持 した。
PghP生産 ファージのゲ ノムを用いて、ΦNIT1のρψ ρをプローブとしてサザ
ン解析を行ったところ、ρψ ρには構造上の多様性があることが示唆された。
以上の結果は原著論文(1)に 発表 した。
第3章 分解機構と栄養貯蔵機能
生産されたYPGAが培養液中で除々に消失することは、現象論的に知 られてい
た。このことは、合成されたYPGAが分解され、定常期の細胞 に栄養源 として再
利用されることを示唆した。
Abeらは、培地中に分泌 されるγ一グルタミル トランスフェレース(GGT)に、
伽v1£mでYPGAからL一グルタミン酸を遊離する活性を報告 している。 しか しな
がら、D一グルタミン酸残基への作用など酵素機能の詳細や、'η廓0で の機能性、
YPGA分解への寄与については不明であった。そこで、精製 したGGTと 合成基
質(テ トラーγ一グルタミン酸)「を用いた分解機構の解析 とggf遺伝子破壊株の
機能解析を行った。その結果、GGTはYPGAのN末 端からD、Lの 鏡像体の区
別なくグルタミン酸を遊離するエキソ型分解酵素であること(Fig.4)、ggf遺伝
子破壊株はGGT活 性を完全に失いYPGAの分解中間体(分 子量0.1MDa)を培
地中へ蓄積すること(Fig.5)が明 らかになった。
ggf遺伝子破壊株で分解中間体が蓄積 したことは、GGTと は別に中間体を生
み出すエン ド型の分解系が存在することを示唆 した。βao〃'ussμわ重恥768株のゲ
ノム情報か ら、納豆菌(βao1〃σε5σb撚sのa伽ゾ)が9びと相同性の高い(ア ミノ
酸相同性=27%)機能未知遺伝子y解Dを もつことが推定された。そ こで、納豆
菌か らyl〃の 遺伝子を含 むゲノム断片をクローニ ング し(配 列情報はDDBJ
accessionnumberAB196782に登録)、破壊株を作製 してその機能を解析した。
99'とy1〃の の2重 破壊株はまったくYPGAを分解せず、培地中に合成直後 と同
じ分子量分布を示すYPGAを蓄積 した。すなわち、分解中間体の生成(エ ン ド型
分解)に γ1〃rO遺伝子が必須であることを見いだ した。この株はYPGA分解能が
全 くないためYPGAの安定大量生産株 として利用できた・
YPGAのような高分子が、エン ド型、エキソ型の2段 階の分解によって消化さ
れることは、他の多くの高分子(タ ンパク質、核酸、デ ンプンなど)に おいて
も知 られてお り、分解の効率性や制御の しやすさなどか ら、合理的な仕組みと
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考えられた。実際、GGTは細胞密度に応答 して発現 し、分解産物によるフィー
ドバ ック制御を受けていた(Fig.6)。このような巧妙な分解制御系をもつこと
によ り、納豆菌は定常期の細胞 に過不足なく貴重なグルタミン酸を供給できる
と考えられた。
培地中に1～10mglml生産されるYPGAは、グルタミン酸に換算すると8～
80mMに相当し、定常期の細胞にとって十分な栄養源 とな りうる。GGT欠損変
異株は培地中に蓄積 したYPGAをグルタミン酸として再利用できないため、エネ
ルギー的に不利であることが予想された。実際、GGT欠損変異株は、定常期に
栄養細胞 として存在できな くな り、野生型(1～2%)よ り高頻度(40%以上)
で胞子を形成 した(Fig.7)。窒素源が過剰 に投与された場合、野生株、GGT欠損
株ともに胞子形成率は、1～2%で差がなかった。これらの事実は、YPGAの細胞
外栄養貯蔵物質としての生理的機能を明瞭に示 した と言える。
以上の結果は原著論文(2)に 発表 した。
第4章D一 グルタミン酸の代謝に関わるグルタミン酸ラセマーゼの機能
YPGAの最終分解産物は、D・およびL一グルタミン酸モノマーである。定常期
におけるγPGAの再利用の際、D・グルタミン酸の資化にグルタミン酸ラセマーゼ
が必要であると考えた。グルタミン酸ラセマーゼはb体 、L体 のグルタミン酸
を相互に変換する酵素で、通常はペプチ ドグ リカンにD一グルタミン酸を供給す
る増殖 に必須な酵素として働 く。大腸菌な ど多くの細菌が、一つのグルタミン
酸ラセマーゼ遺伝子をもつのに対 し、βao伽ssμO棚sは2種類のグルタミン酸
ラセマーゼ遺伝子(ハaoεおよびy胆0遺 伝子)を もっている。2つのグルタミン
酸ラセマーゼに機能的分業、発現時期の違いなどがあるかどうかを明らかにす
るため、遺伝子破壊株およびLacZ融合遺伝子を作成 し、増殖、圏YPGA合成、D一
グルタミン酸資化能に及ぼす影響について解析 した。
ノao瓦yη00の2重破壊は0.3mMのD・グルタミン酸を含む最小培地でのみ
可能だった。また ハacεの破壊は最少培地でのみ可能であったが、y/pCの発現が
富栄養な培地で抑制されていることがその原因であった。
納豆菌(IBac伽5sαb恥のa施ゾ)は、D・グルタミン酸を唯一の窒素源として
利用 して増殖できる。 しか し、グルタミン酸ラセマーゼの破壊はD一グルタミン
酸の資化能を完全に失わせた(Fig.8)。旦5αわ棚5は ε わaθノηo脚oμ5のD一ア
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ミノ酸代謝酵素D一アミノ酸アミノ トランスフェレースと相同な(ア ミノ酸配列
65%相同)y々eM遺伝子を持 っているが、D一グルタミン酸の代謝には関与 して
いないことが示唆された。
YPGAがD一鏡像体を多く含むことか ら、Ashiuchiらは、RacEがYPGA合成時
の基質(D一グルタミン酸)供 給酵素であり、YrpCがペプチ ドグ リカンへのD一
グルタミン酸供給酵素であるとしている。YPGA生合成の基質に関しては議論が
あり、Urushibaraらの'ηv1椥合成実験では、L一鏡像体のみが基質 とな りうると
いう結果が示されている。Troyらの βa(ゴ伽s〃酌eη〃窃m后膜画分を用いた実験
でも、L一グルタミン酸か らのみYPGA合成が進行 したと報告されている。
raoε、yノρ0いずれのグルタミン酸ラセマーゼ破壊 もYPGAの生産量、その鏡
像体比に影響はな く、YPGAの基質がL一グルタミン酸であるとするUrushibata
らの結果を支持 した。
以上の結果は原著論文(3)に 発表 した。
第5章 細胞密度による合成制御
クオーラムセンシング遺伝子oomQXmの 、oomO、oomXとoo加PのComX
結合 ドメイン(oomω《P')は系統特異的で多様性に富んだ構造を持っでいる。実
験室株と納豆菌では、近傍のゲノム配列がほぼ等 しいにもかかわ らず、この領
域の相同性は、30%程度 しかない。そこで、この領域 にYPGA発現制御の手がか
り、実験室株がヤPGAを発現 しな い原因変異があるのではないかと考えた。
納豆菌(βac〃σssσわ撚sのa材oののoomQXP'を含むゲノム領域を実験室株タ
イプに変換 したキメラ株NAFM41(Fig.9)を作製 したところ、YPGAを生産で
きなくなった。このことは、変換された領域 にYPGA生産 に必要な遺伝子がある
こと示 した。そこで、納豆菌ゲノム断片 による相補試験をしたところ、納豆菌
のdegO遺伝子がキメラ株のYPGA生産を回後することが判明 した(Rg.10)。
納豆菌 と実験室株のdθgQ遺 伝子を比べると、アミノ酸配列は完全に一致 し
ている。しか し、5'上流の制御領域中には、転写開始点から10bp上流に一塩基
の違い(実 験室株ではC、 納豆菌ではT)が 見つかった。 この変異は、実験室
株においてプロモーター変異degQんy36としてMsadekらによって報告され・
degOの発現量を約50倍 に上昇させる。このことか ら推察 して・degOの発現
量がYPGAの生産 に重要だと考えた。そこで、納豆菌のdegO遺伝子を破壊 した
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ところ予想通 りYPGAの生産能が失われ、逆に形質転換能は上昇 した(胎ble1)。
46アミノ酸からなる小さなタンパク質DegQはComAによって正に転写が制
御され、その名前deg(典gradation)が示すとお り、プロテアーゼ、アミラ・一・ゼ、
キシラナーゼなど菌体外 に生産される`分 解酵素'の 発現に必要なことが知 ら
れているが、実験室株においても細胞内での具体的機能は不明である。
DegQの機能を明 らかにし、細胞密度応答2成 分制御系ComP・ComAから
YPGA生産(合 成酵素oaρβ(訊の発現)へ の情報の流れを解明するため、degQ
破壊株のYPGA生産を回復させる抑制変異の同定を試みた。
同定 した6つ の復帰変異はdegS遺伝子に見つかった。DegSはDegUと2成
分制御系を構成 し、DegSはレスポンス レギュレーターであるDegUを リン酸
化 ・脱 リン酸化することが知 られている。6つの復帰変異(M951,R208Q,D245N,
L248FD249qD250N)はすべてdegSのカイネース ドメインに起こっていた。
DegQとDegSに遺伝学的な関連があることが初めて明 らかにな り、DegQの機
能がDegSのリン酸化能の制御 に関わることが示唆された。
dθg3およびdθg{ノのYPGA生産への関与を確認するため、それぞれの遺伝子
破壊株を作成 したところ、いずれの破壊株 もYPGAを生産できなくなった。また、
degU破壊株でのoaρオペロンの発現をCapB-LacZ融合遺伝子の発現量で調べ
た ところ、定常期での発現を完全に失っていた(Fig.11)。
DegQがDegSからDegUへの リン酸 リレーを活性化 し、活性化型転写因子
DegU-Pの量を調節 していると考えると(Fig.12)、DegU-Pの増加が形質転
換能を負に制御することが知 られているので、この推察は、YPGA生産性 と形質
転換能が反比例の関係にあること(穐ble1)をよく説明できる。
DegUは転写因子であるので、DegUが直接YPGA合成酵素遺伝子oaρβG4を
制御 しているかどうかについてゲルシフ ト法により検討 した。大腸菌生産DegU
タンパ ク質は、oaρβ(訊オペロン5'上流一497(転写開始点を+1とする)ま での
領域 と結合することが確認された。
DegQとDegS-DegU2成分制御系は、栄養畿餓 に応答 して発現 し、分解酵素
の発現を誘導することが知 られている。YPGA合成が細胞の凋密さによる制御
(ComP-ComA)と栄養条件による調整(DegS-DegU)を受けていること、実験
室株においても具体的機能が不明であったDegQが2成 分制御系DegS-DegU
の リン酸 リレー系の制御に関わることを初めて遺伝学的に証明した。
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結論
本博士論文では次のことを明らかにした。
1)YPGAはファージの増殖を阻害する防御機能を持ち、YPGA生産菌で増殖でき
るファージはYPGA分解酵素(PghP)を生産する。納豆菌ファージΦNIT1が生
産するPghPの1次構造を決定した。
2)YPGAは定常期の細胞にとって菌体外栄養貯蔵としての機能を持つ。
Y-glutamyltransferase(GGT)は、YPGAのN末端か ら鏡像体の区別な くグルタ
ミン酸を遊離 し、定常期の細胞に窒素源として供給する。YwrDはYPGAのエン
ド型分解に関与し、GGTの基質であるYPGA分解中間体の生成 に必須である。
3)D一グルタミン酸の資化にグルタミン酸ラセマーゼが必要である。
グルタミン酸ラセマーゼはペプチ ドグ リカンにD一グルタミン酸を供給するア
ナボ リックな酵素であると同時に、D・グルタミン酸を代謝するためのカタボ リ
ックな酵素でもある。
4)菌体外クオルモンComXの細胞密度情報は、ComP-ComA2成分制御系を介
してDegQの発現を誘導 し、DegQは栄養応答性の2成 分制御系DegS-DegUの
リン酸化状態を制御する。
5)DegUは直接YPGA合成酵素遺伝子caρθ(訊のプロモーターに結合 して発現を
誘導する。
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國12γPGA生産へ至る細胞密度情報の流れ(概念図)
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論 文 審 査 結 果 要 旨
DL† ポ リグル タ ミン酸(γPGA)は,グ ル タ ミン酸 が γペ プ チ ド結 合でつ な が った高 分子 で,
80ご'〃粥 属 細 菌 の黄 膜 を構 成 してい る。納 豆菌(Bacillusstubtilisvar.natto)が作 る γPGAは分子量 が
2MDaを超 え,吸 水性,保 湿 性,粘 性,金 属イ オ ン結合性 な どの性 質 を持つ こ とか ら,食:品,化 粧品
な どに応用 されて いる。 また,放 射線 照尉 に よってゲル化す るので,生 分解性高 分子材料 として も注
目され てい る。一方,γPGAは炭 ソ菌(βαcf〃耶 βπ伽 αoj∫)の感染 因子 であ り,基 礎微生物 学的 にも重
要な機能 をも ってい ると考 え られ てい る。納 豆菌 の γPGA生産は,培 養条件に大き く影響 され,且 つ,
再 現性や生 産量 の安 定性 が低い。納 豆菌に よる γPGA生産 の微 生物学 的背景,と りわ け,γPGA合成
酵素 の発現制御 と生産菌 自身に よる γPGA分解 系には不明な点 が多い。
本研 究者 の所属 す る研 究室 では,納豆菌 のγPGA合成 が細胞密 度に よる制御(クオーラムセ ンシング)
を受 けるこ とを明 らかに し,遺 伝 学的手法 に よるγPGA研究 を可能 に して きた。 この よ うな背景 か ら
本研 究者 は,γP(込の合成 お よび分解 の仕 組み とそ の制御 機構 の全容 を解 明 し,そ の微 生物 学的意義
を明 らふに した。
本 審査論 文におい て本研 究者 は,以 下 の事実 を明 らか に した。す なわ ち,(1)γPGA合成 酵素遺伝
子c4P8cAの発 現 制御 系 が・Comx-ComP-ComA-DegQ-DegS-Degu-cap3CAからな る情報伝 達 系 を
構成 し,γPGA合成が細胞密度 と栄養条件 に よって精緻 にコン トロール され ているこ と,(2)4889遺
伝 子の プロモー ター変異が,実 験室株(Bacillussubtilis168)のγPGA非生産性の理 由のひ とつ である
こ と,(3)機能不 明であったDegQが,Degsのリン酸化能 の制 御 に関わ るこ と,(4)γPGA生産量 の
不安定性 の原 因が,YwrD,GGT,RacElYrpCが関与す る定常期後;期に起 こる γPGAの分解 ・再資化
の作用 であ るこ と,(5)GGTがγPGAのN末 端 か ら鏡像体 の 区別 な くグル タ ミン酸 を遊 離す る活性
を持 ち,ComP-ComA二成分制御 系に よる細胞密度 に よる発現制御 を受 け ること,(6)YwrDがGGT
の基質 となる分子量0.iMDaのγPGA分解 中間体 の生成 に必要 なこ と,(7)グル タミン酸 ラセ マーゼ
(RacEおよびYrpC)がD一グル タミン酸 の資化 に必 要なこ と,(8)γPGAがバ クテ リオ ファー ジに対
す る防御機能 と栄養貯蔵物 質 と して の機能 を持 つ こ と,(9)γPGA生産菌 に感染 し増殖 で きるバ クテ
リオ ファー ジが γPGA分解 酵素(PghP)を生産す るこ と,お よび(10)バ クテ リオフ ァー ジNIT1の
p8んP遺伝子の塩基配列の決定,で あ る。
以 上の よ うに本 研究 は,細 胞 密度 に よる γPGA合成制御 系,定 常期後期 にお ける分解 系,お よび
γPGAの微 生物学的機能 を解 明 した ものであ り,審 査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授
与す るに値す るもの と認定 した。
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